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Industri pengolahan ikan menghasilkan limbah dengan kadar protein tinggi. Penambahan bakteri proteolitik 
diharapkan dapat membantu mendegradasi limbah berprotein tinggi. Pada penelitian ini, isolasi bakteri proteolitik 
dilakukan untuk mendapatkan isolat dengan aktivitas proteolitik tinggi. Isolat terbaik diuji kemampuan hidup dan 
aktivitasnya pada berbagai konsentrasi NaCl dan pH. Kemampuan isolat meningkatkan kualitas limbah juga diuji pada 
limbah pengolahan bandeng presto. Hasil penelitian diperoleh 36 isolat bakteri proteolitik dari limbah cair pencucian 
ikan Pasar Kranggan Yogyakarta. Dari ke-36 isolat tersebut, isolat D61 merupakan isolat dengan aktivitas proteolitik 
tertinggi dengan zone diameter 20,5 mm. Isolat tersebut mampu hidup pada NaCl 0-10% dan kisaran pH 5-10, namun 
aktivitas proteolitik tertingginya pada NaCl 0-2% dan kisaran pH 7-8 dan pH 10. Berdasarkan karakteristik morfologi 
dan biokimianya, isolate D61 memiliki kemiripan 93,93% dengan Bacillus soli. Hasil ujicoba pada limbah cair 
pengolahan bandeng presto ternyata isolat D61 tidak mampu memperbaiki kualitas limbah tersebut. 
 




In this research, isolation of proteolytic bacteria was performed to obtain isolates with high proteolytic activity 
based on their ability to degrade the protein. The best isolate was examined for their growth ability and proteolytic 
activity in different concentrations of NaCl and degree of acidity (pH). Furthermore, the isolate ability to improve 
wastewater quality was observed in milkfish presto processing wastewater. Thirty-six proteolytic bacteria were isolated 
from fish washing wastewater of Kranggan Market, Yogyakarta. Isolate D61 has the highest proteolytic activity with 
activity about 20,5 mm. Isolate D61 was able to grow at a concentration of 0-10% NaCl with the highest proteolytic 
activity at the concentration of 0-2% NaCl. Isolate D61 was also able to live at pH 5-10 with the highest proteolytic 
activity at pH 7-8 and pH 10. Based on morphology and biochemical characteristics, D61 has 93.93% similarity with 
Bacillus soli. However, isolate D61 was not able to improve the quality of milkfish presto processing wastewater. 
 




Industri pengolahan bandeng presto merupakan 
industri pengolahan ikan yang cukup berkembang 
di Daerah Istimewa Yogyakarta. Industri ini 
menghasilkan limbah cair yang berasal dari 
pencucian ikan dan perebusan bandeng. Limbah 
pengolahan bandeng ini mengandung protein yang 
cukup tinggi. Limbah pengolahan bandeng saat ini 
hanya dibuang begitu saja ke lingkungan. Upaya 
penanganan limbah cair yang masih minim ini perlu 
mendapatkan perhatian agar tidak mencemari 
lingkungan. 
Penambahan kultur spesifik yang memiliki 
kemampuan fisiologis maupun metabolik untuk 
mendegradasi (bioaugmentasi) mampu 
memperbaiki kualitas limbah (Boopathy, 2000). 
Bioaugmentasi bakteri proteolitik dengan aktivitas 
tinggi diketahui lebih efektif mendegradasi limbah 
berprotein tinggi pada sistem pengolahan limbah 
(Loperena dkk., 2007; Loperena dkk., 2009). 
Bakteri proteolitik untuk penanganan limbah dapat 
ditemukan di berbagai sumber di antaranya lumpur 
aktif penanganan limbah makanan, limbah cair dan 
lumpur aktif penanganan limbah cair industri 
ternak, aerobic lagoon dari penanganan limbah cair 
industri ternak, penanganan limbah cair pengolahan 
ayam, dan saluran pembuangan limbah 
pengalengan ikan (Fong dan Tan, 2000; Loperena 




dkk., 2007; Loperena dkk., 2009; Tarntip dan 
Sirichom, 2011; Urano dkk., 2002). 
Penelitian ini dilakukan dengan melakukan 
isolasi bakteri proteolitik dari limbah pencucian 
ikan dari saluran pembuangan di Pasar Kranggan, 
Yogyakarta. Melalui penelitian ini diharapkan 
mendapat bakteri dengan aktivitas proteolitik yang 
tinggi, mampu hidup pada rentang pH dan kadar 
NaCl yang luas, dan mampu mendegradasi limbah 




Isolasi Bakteri Proteolitik 
Limbah cair hasil pencucian ikan diambil dari 
saluran pembuangan Pasar Kranggan. Limbah yang 
diambil berupa lapisan biofilm. Isolasi bakteri 
proteolitik dilakukan pada medium skim milk agar 
(SMA). Medium kemudian diinkubasi selama 24 
jam pada suhu 30 °C. Bakteri proteolitik ditandai 
dengan pembentukan zona bening di sekeliling 
koloni bakteri yang tumbuh. 
 
Uji Aktivitas Proteolitik 
Uji aktivitas proteolitik dilakukan pada medium 
SMA. Isolat diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30 
°C. Aktivitas proteolitik ditentukan dari ukuran 
zona jernih yang terbentuk dari aktivitas degradasi 
kasein pada susu skim. Aktivitas pembentukan zona 
bening dihitung dari selisih diameter zona bening 
dengan diameter koloni bakteri (Isnansetyo dan 
Kamei, 2009). 
 
Uji Pengaruh Kadar NaCl dan Derajat 
Keasaman pada Aktivitas Proteolitik 
Pengaruh kadar pH pada aktivitas proteolitik 
dilakukan dengan menanam isolat pada medium 
SMA dua lapis (SMADL) (Sizemore dan 
Stevenson, 1970). Lapis pertama mengandung 
SMA. Lapis kedua mengandung agar 1,5% yang 
dilarutkan dalam air yang telah diubah pH-nya 
menjadi 5, 6, 7, 8, 9, dan 10 menggunakan 1 N HCl 
dan 1 N NaOH. 
Pengaruh NaCl pada aktivitas proteolitik 
dilakukan menggunakan metode yang sama namun 
menggunakan lapisan kedua yang berbeda. Lapis 
kedua mengandung agar 1,5% yang ditambah 
berbagai variasi kadar NaCl, yaitu 0 %, 2 %, 4%, 
6%, 8%, dan 10% yang dilarutkan menggunakan 
akuades dengan pH optimum pada pengujian 
sebelumnya (Kim dkk., 2010). 
 
Identifikasi Isolat 
Identifikasi isolat dilakukan berdasarkan 
karakteristik morfologi dan biokimia. Identifikasi 
dilakukan dengan membandingkan sifat morfologi 
dan biokimia yang didapat dengan sifat bakteri 
pada literatur (De Vos dkk., 2009).  
 
Uji Biodegradasi Limbah 
Uji biodegradasi limbah dilakukan 
menggunakan limbah perebusan bandeng. Limbah 
diambil dari industri rumah tangga pengolahan 
bandeng presto di Gancahan 7, Sidomulyo, Godean, 
Sleman. Limbah cair diencerkan  menjadi 
COD~4000 ppm. Nilai COD~4000 ppm merupakan 
beban organik optimal untuk pertumbuhan bakteri 
starter (Tarntrip dan Sirichom, 2011). Derajat 
keasaman limbah diatur pada pH optimum sesuai 
hasil pengujian pH optimum aktivitas proteolitik 
pada pengujian sebelumnya. 
Inokulum dibuat menggunakan medium limbah 
steril. Medium limbah disterilisasi pada suhu 121 
°C selama 15 menit. Isolat terpilih diinokulasikan 
dari medium TSA miring sebanyak 1 ose ke 
medium limbah steril. Inokulum diinkubasi pada 
waterbath shaker dengan suhu inkubasi 30 °C dan 
kecepatan putaran 100 rpm. 
Uji biodegradasi limbah dilakukan dengan 
membandingkan antara dengan penambahan isolat 
dan tanpa penambahan isolat. Uji dilakukan dengan 
tiga ulangan. Uji biodegradasi dilakukan 
menggunakan limbah tanpa disterilisasi. Limbah 
sebanyak 100 mL ditempatkan dalam erlenmeyer 
250 mL. Isolat bakteri sebanyak 1 x 106 cfu/mL 
diinokulasikan pada limbah. Uji dilakukan pada 
waterbath shaker dengan suhu inkubasi 30 °C dan 
kecepatan 100 rpm selama 48 jam (Loperena dkk., 
2009). 
Sampling dilakukan pada saat sebelum inokulasi 
dan setelah inkubasi 48 jam. Sampel limbah di 
sentrifuge pada 9400 x g selama 15 menit. 
Supernatan diambil untuk diuji konsentrasi protein 
terlarut COD, BOD, dan pH awal dan akhir 
(Loperena dkk., 2009). Metode uji yang digunakan 
antara lain yaitu protein terlarut : Folin Phenol 
Reagen (Lowry dkk., 1951), COD : Section 5220-C 
(Anonim, 2005), BOD : section 5210-B, section 
4500-OG (Anonim, 2005), dan pH : SNI 06-
6989.11-2004 (Anonim, 2004). Jumlah bakteri awal 
dan akhir juga diamati dari limbah tanpa di-
sentrifuge menggunakan angka lempeng total 
metode SNI No. 01-2332.3.2006 (Anonim, 2006). 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Zona jernih dihasilkan oleh 36 isolat bakteri. 
Aktivitas proteolitik tertinggi diperoleh dari isolat 
D61 dengan aktivitas proteolitik sebesar 20,5 mm 
(Tabel 1). Aktivitas proteolitik ini lebih rendah jika 
dibandingkan dengan aktivitas proteolitik pada 
isolat Bacillus TN69 yang memiliki aktivitas 
proteolitik sebesar 22,67 mm pada penelitian 
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Dajanta dkk. (2009). Menurut Muchtadi dan Betty 
(1983), kemampuan mikroba untuk menguraikan 
protein (proteolytic ability) berbeda antara satu 
spesies dengan spesies lainnya. Setiap mikroba 
menghasilkan enzim yang berbeda sehingga 
aktivitas yang dihasilkan juga berbeda. 
Isolat D61 mampu hidup pada semua kondisi 
derajat keasaman tetapi mengalami perubahan 
aktivitas proteolitik pada rentang pH tertentu. 
Aktivitas proteolitik tertinggi terdapat pada 
perlakuan derajat keasaman 7, 8, dan 10 (Gambar 
1). Penurunan aktivitas proteolitik diduga 
disebabkan oleh penurunan aktivitas enzim (ukuran 
koloni bakteri yang relatif sama). Nelson dan Cox 
(2004) menyatakan aktivitas enzim akan menurun 
jika enzim ditempatkan pada lingkungan di bawah 
atau di atas pH optimumnya. 
 
Tabel 1. Hasil uji aktivitas proteolitik pada medium 
skim milk agar pH 7, dengan suhu inkubasi 30 °C 
selama 48 jam. 
No. Kode isolat Aktivitas proteolitik (mm) 
1 A51 13,5 
2 A61 14,5 
3 B51 13,0 
4 B52 14,0 
5 B53 12,0 
6 B54 15,5 
7 B61 14,0 
8 B62 16,5 
9 B63 16,5 
10 B64 15,0 
11 B641 19,0 
12 B642 13,5 
13 B65 16,0 
14 B66 17,0 
15 C52 18,0 
16 D51 13,5 
17 D51 17,5 
18 D52 14,0 
19 D53 17,5 
20 D55 17,5 
21 D56 17,5 
22 D57 18,0 
23 D61* 20,5 
24 D62 15,5 
25 D63 20,0 
26 D64 14,5 
27 D65 16,5 
28 E51 16,5 
29 E52 17,0 
30 E53 17,5 
31 E61 13,0 
32 E62 17,5 
33 E63 17,0 
34 E651 16,0 
35 E66 16,0 
36 E67 13,5 
Keterangan : 
* : isolat dengan aktivitas proteolitik tertinggi 
Aktivitas proteolitik optimum isolat D61 
dihasilkan pada dua titik pH, yaitu pada pH 7-8 dan 
pH 10. Hal ini mungkin terjadi karena isolat D61 
menghasilkan enzim yang berbeda pada pH 7-8 dan 
pH 10. Menurut St Leger dkk. (1998), pH 
lingkungan sangat berpengaruh terhadap produksi 
enzim. Enzim tertentu hanya diproduksi pada pH 
dimana enzim tersebut dapat berfungsi efektif. 
 
Tabel 2. Perbedaan karakteristik antara isolat D61 
dan bakteri dengan kemiripan  fenotip terdekat. 










Gram + + + 
Bentuk sel Basil Basil Basil 
Pembentukan 
spora + + + 
Motilitas + + + 
Pembentukan 
indol - - - 
Dekarboksilasi 
ornitin - - - 
Hidrolisis gelatin + + + 
Hidrolisis kasein + + + 
Penggunaan sitrat - - - 
Dekarboksilasi 
lisin - - - 
Pembentukan H2S - - - 
VP + - - 
Reduksi nitrat + + + 
Pertumbuhan 
anaerob + + + 
Asam dari 
karbohidrat 
-  Glukosa 
-  Manitol 
-  Laktosa 
-  Pati 
-  L-Xylose 
-  Ramnose 

























Tumbuh pada pH 
-  5 
-  6 
-  7 
-  8 
-  9 























NaCl - - - 
Tumbuh pada suhu 
- 30 °C 
- 40 °C 















+ : reaksi positif > 85% 
w : reaksi lemah 
v : bervariasi antar strain 
- : reaksi positif 0-15% 





Gambar 1. Aktivitas proteolitik isolat D61 pada 
berbagai derajat keasaman dengan suhu inkubasi 30 
°C selama 48 jam. 
 
Gambar 2. Aktivitas proteolitik isolat D61 pada 
berbagai konsentrasi NaCl, pH 7, dan suhu inkubasi 
30 °C selama 48 jam. 
 
Tabel 3. Perubahan parameter limbah pengolahan bandeng presto setelah diinkubasi pada suhu 30 °C, 
kecepatan putaran 100 rpm, selama 48 jam. 
Perlakuan Parameter limbah (%) pH* Protein terlarut* COD* BOD5* Log TPC** 
Tanpa penambahan B. soli  0,95±0,67 63,58±3,17 50,00±0,00 49,11±1,26 75,78 ± 17,97 
Penambahan B. soli 0,46±1,76 61,12±3,14 47,62±3,37 46,41±5,08 68,98 ± 6,05 
Keterangan : Semua parameter menunjukkan tidak beda nyata pada α0,05.  
*          : Persentase parameter mengalami penurunan setelah diinkubasi 48 jam 
** : Persentase parameter mengalami kenaikan setelah diinkubasi 48 jam 
 
Aktivitas proteolitik tertinggi perlakuan 
berbagai variasi kadar garam (NaCl) terjadi pada 
kadar garam 0% dan 2% (berbeda signifikan 
dengan NaCl 4-10% pada tingkat kepercayaan 
95%) (Gambar 2). Penurunan aktivitas proteolitik 
isolat D61 diduga karena penurunan jumlah bakteri 
yang mampu hidup ketika kadar NaCl ditingkatkan 
karena ukuran koloni bakteri yang relatif lebih kecil 
pada kadar NaCl yang lebih besar. Menurut Gardini 
dkk. (2001), peningkatan kadar NaCl berefek 
negatif pada jumlah sel bakteri yang berkurang dan 
atau terjadinya gangguan membran sel mikroba. 
Penggunaan B. soli masih cukup relevan untuk 
digunakan dalam penanganan limbah pengolahan 
ikan karena kadar ion klorida dalam limbah 
pengolahan ikan umumnya tertinggi hanya 
mencapai 8000 ppm (0,8%) (Chowdhury dkk., 
2010). 
Berdasarkan hasil perbandingan karakteristik 
morfologi dan biokimia, isolat D61 memiliki 
kemiripan fenotip tertinggi dengan B. soli sebesar 
93,93% (Tabel 2). B. soli merupakan bakteri Gram 
positif, bersifat fakultatif anaerob, motil, berbentuk 
batang (diameter antara 0,6-1,2 μm), terkadang 
bengkok, terlihat dalam sel tunggal, berpasangan, 
dan atau membentuk rantai. Endospora diproduksi 
dan berbentuk ellipsoidal, terletak di paracentral, 
dan dapat menggembungkan sporangia. Koloni 
pada medium TSA berbentuk butyrous, berwarna 
cream, elevasi low dan agak umbonate,  tepian 
entire, dan tekstur permukaan glossy atau seperti 
cangkang telur. Suhu tumbuh optimum pada 30 ºC 
dan suhu maksimum pertumbuhan antara 40-45 °C. 
Derajat keasaman minimum untuk tumbuh di antara 
4-5 dengan pH optimum pada kisaran 7-8, dan 
maksimum pada pH 9-9,5. B. soli diisolasi dari 
tanah Drentse a agricultural research area, 
Belanda (Heyrman dkk., 2004). 
Penelitian ini menggunakan bakteri starter yang 
dipanen pada fase eksponensial. Menurut Schlegel 
dan Schmidt (1994) fase eksponensial atau 
logaritmik ditandai oleh kecepatan pembelahan 
maksimum yang konstan. Kecepatan pembelahan 
diri sepanjang fase log bersifat spesifik untuk tiap 
jenis bakteri dan tergantung lingkungan. Menurut 
Xia dan Wu (2012) inokulum dari pertengahan fase 
eksponensial diketahui mampu beradaptasi lebih 
cepat dan menghasilkan fase adaptasi yang lebih 
pendek di medium baru. Penggunaan limbah cair 
steril juga diharapkan agar enzim yang sesuai telah 
dibentuk untuk mendegradasi limbah yang 
sebenarnya. Menurut Watanabe dkk. (2000), 
pengenalan substrat pada saat pembuatan inokulan 
mampu meningkatkan kemampuan bertahan hidup 
inokulan setelah inokulasi. 
Penambahan isolat pada limbah pengolahan 
bandeng tidak memberikan pengaruh yang nyata 
dibandingkan dengan tanpa penambahan isolat B. 
soli pada semua parameter (Tabel 3). Tidak 
terdapat data yang cukup untuk memastikan apakah 
B. soli ikut berperan dalam proses perbaikan 
kualitas limbah cair bandeng presto. Yu dan Mohn 
(2002) mensyaratkan mikroorganisme yang 
digunakan untuk bioaugmentasi selain dapat 
mendegradasi target polutan, mikroorganisme 
tersebut juga harus kompetitif dan mampu bertahan 
setelah inokulasi, kompatibel dengan komunitas 
mikroba lokal, melengkapi dan atau bersinergi 
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dengan komunitas mikroba dalam mendegradasi 
bahan spesifik pada limbah tersebut. Diduga B. soli 
tidak mampu memenuhi syarat-syarat tersebut 
sehingga tidak terjadi peningkatan perbaikan 
kualitas limbah pengolahan bandeng presto. 
Derajat keasaman limbah bukan merupakan 
kontaminan dalam limbah tetapi menjadi parameter 
karakter limbah yang penting karena dapat 
menunjukkan kontaminasi perlunya koreksi 
sebelum penanganan limbah dilakukan (Gonzalez, 
1996). Derajat keasaman limbah pada uji 
biodegradasi relatif tidak mengalami perubahan 
signifikan pada pH 7. Menurut Mohan dkk. (2008), 
Bacillus spp. menghasilkan protease dan lipase 
selama penanganan limbah pada pH netral. 
Gonzalez (1996) menjelaskan bahwa pH limbah 
industri pengolahan ikan jarang bersifat asam dan 
biasanya mendekati 7 atau alkalis. Nilai ini 
umumnya disebabkan oleh dekomposisi protein dan 
emisi senyawa amonia. Derajat keasaman ini sangat 
mendukung aktivitas proteolitik dari isolat B. soli. 
Tetapi pH limbah yang sesuai tidak cukup mampu 
untuk menurunkan jumlah protein lebih baik 
dibandingkan tanpa penambahan isolat B. soli. 
Kandungan protein dalam limbah cair dapat 
mencapai 6 persen dari total limbah cair yang 
dihasilkan (Carawan, 1991). Penggunaan bakteri 
proteolitik dapat menurunkan kandungan protein 
dalam limbah. Penurunan kadar protein terlarut 
dengan penambahan isolat B. soli tidak berbeda 
nyata dengan tanpa penambahan B. soli. Hal ini 
terjadi diduga karena adanya bakteri lain pada 
limbah yang memiliki aktivitas proteolitik yang 
sama dengan B. soli sehingga terjadi kompetisi 
penggunaan protein. Menurut Prescott dkk. (2002), 
kompetisi meningkat ketika mikroorganisme yang 
berbeda dalam satu komunitas menggunakan 
sumber daya yang sama. Kompetisi ini 
menyebabkan salah satu mikroba tereliminasi dari 
komunitas tersebut. 
Penambahan isolat B. soli tidak membuat 
penurunan bahan organik (BOD5 dan COD) dalam 
limbah pengolahan bandeng menjadi lebih baik 
(tidak berbeda nyata pada tingkat kepercayaan 
95%). Penggunaan isolat B. soli hanya didasarkan 
pada kemampuannya mendegradasi protein. 
Diketahui B. soli memiliki keterbatasan dalam 
penggunaan asam amino hasil hidrolisis protein. 
Menurut Heyrman dkk. (2004), B. soli 
menghasilkan hasil negatif pada uji arginine 
dihidrolase, lysine decarboxylase, ornithine 
decarboxlase, hydrogen sulfide production, 
tryptophan deaminase, dan produksi indol. Hal ini 
menunjukkan bahwa B. soli tidak dapat 
menggunakan asam amino arginin, lisin, ornitin, 
sistein, methionin, dan triptofan sebagai nutrisinya. 
Peningkatan logaritmik jumlah bakteri sebesar 
68,98 ± 6,05% (tanpa penambahan sebesar 75,78 ± 
17,97%). Terjadi peningkatan jumlah populasi 
bakteri pada perlakuan tanpa penambahan B. soli. 
Hal ini terjadi karena limbah pada uji biodegradasi 
tidak disterilisasi, sehingga ada bakteri yang 
tumbuh pada limbah tersebut. Jumlah bakteri awal 
pada perlakuan penambahan isolat B. soli yang 
lebih besar (1 x 106 cfu/mL) dibandingkan tanpa 
penambahan isolat B. soli (1,5 x 105 cfu/mL) tidak 
cukup untuk memperbaiki kualitas limbah. Hal-hal 
yang diduga menyebabkan tidak efektifnya 
perbaikan kualitas limbah oleh B. soli yaitu adanya 
kompetisi B. soli dengan mikroba lokal yang telah 
ada pada limbah, minimnya penggunaan asam 
amino hasil hidrolisis protein oleh B. soli, dan 
kurang berperannya B. soli dalam mendegradasi 




Bakteri proteolitik yang berhasil diisolasi dari 
limbah cair pencucian ikan yang berasal dari 
saluran pembuangan bagian penjualan ikan Pasar 
Kranggan, Yogyakarta terdapat 36 jenis. Aktivitas 
proteolitik tertinggi didapat dari isolat D61 yang 
mampu hidup pada rentang pH uji 5 hingga 10 dan 
kadar NaCl 0-10%. Aktivitas proteolitik isolat D61 
dipengaruhi oleh derajat keasaman (pH) dan kadar 
NaCl. Isolat D61 teridentifikasi sebagai bakteri 
Bacillus soli dengan kemiripan fenotip sebesar 
93,93%. Dalam uji biodegrasi, isolat B. soli 
ternyata tidak mampu memperbaiki kualitas limbah 
pengolahan bandeng presto yang diinkubasi selama 
48 jam. 
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